
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 
平成２５年 ５月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
タンパク質の構造に基づいて作用機構を理解するには、精製したタンパク質だけではなく、生
きた細胞中にあるタンパク質を対象とした研究が必要である。本研究課題では、生きた細胞中
にあるタンパク質のラマンスペクトルを、高感度かつ選択的に観測可能とする計測手法を開発
した。この方法を用いて、生細胞中に含まれるタンパク質の紫外共鳴ラマンスペクトルを測定
し、過剰発現したタンパク質の種類やその発現量依存性を調べた。 
研究成果の概要（英文）： 
In order to elucidate functional mechanism based on molecular structure of proteins, it 
is important to study not only purified proteins but also proteins in living cells. In this 
project, we developed measurement techniques to selectively observe Raman spectra of 
proteins in living cells with high sensitivity. We investigated dependences of 
overexpressed proteins and extent of overexpression on ultraviolet resonance Raman 
spectra of living cells. 
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１．研究開始当初の背景 

従来、タンパク質の構造解析は精製した
試料の結晶や水溶液を対象に、X 線結晶解析
法や核磁気共鳴、電子顕微鏡を使って行われ
てきた。これらの研究は、タンパク質の立体
構造や構造－機能相関の理解に大きな貢献
を果たしている。しかし、こういった試験管
内（in vitro）で解析されたタンパク質の構造
や機能、性質は、タンパク質の多くが実際に
働く細胞内とは異なる場合があることが指
摘されてきた。細胞内の環境は、非常に多く
の量と種類のタンパク質、核酸、脂質で過密
な状態にあり、試験管内の環境とは著しく異

なっているためである。したがって、細胞内
のタンパク質の構造や性質が試験管内のも
のとどの程度異なるのかを検証する必要が
あり、そのためには生細胞内にあるタンパク
質と試験管内のタンパク質とを共通の方法
で構造解析できる手法の開発が求められて
いる。 

紫外共鳴ラマン分光法は、タンパク質内
の芳香族アミノ酸残基や主鎖（ペプチド結
合）の振動スペクトルを選択的かつ高感度に
観測できる特徴をもつ。しかし、この手法を
細胞内のタンパク質の構造解析に応用した
例はない。申請者はこれまでに、世界に先駆
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けて、チタンサファイアレーザーを基にした
ピコ秒時間分解共鳴ラマン分光システムを
製作し、タンパク質の構造ダイナミクスに関
する研究を行ってきた（ Science, 1997; 
PNAS, 2007）。この研究で培ったラマン分光
計測技術と遺伝子工学技術を組み合わせる
ことによって、生細胞中のタンパク質のスペ
クトル観測を可能にする新規測定法を確立
できると考え、本研究に取り組んだ。 

 
２．研究の目的 

タンパク質の構造に基づいて作用機構
を理解するには、精製したタンパク質だけで
はなく、生きた細胞中にあるタンパク質を対
象とした研究が必要である。ラマンスペクト
ルはタンパク質分子の構造について豊富な
情報を与えるので、生細胞中のタンパク質に
対してスペクトル測定が可能になれば、その
構造、タンパク質間相互作用、動態について
詳細な情報を与えてくれるであろう。本研究
課題では、生きた細胞中にあるタンパク質の
ラマンスペクトルを、高感度かつ選択的に観
測可能とする計測手法を開発する。 

本研究では、紫外共鳴ラマン分光法を用
いて、生きた細胞内のタンパク質分子の振動
スペクトルを高感度かつ選択的に観測する
ことができる新規観測法の開発を行う。まず、
粘性の高い培養細胞の溶液を安定に送流で
きるよう、フローシステムの開発を行う。次
に、迷光を減らすため、現有のフィルター分
光器を高性能化し、さらに高い迷光除去能を
もつものにする。このシステムと現有の高感
度の紫外共鳴ラマン分光装置を用いて、タン
パク質を大量発現した生細胞試料を測定す
る。種々のタンパク質について測定を行い、
細胞内の環境と試験管内の環境とでは、構造
や動態にどのような違いがあるのかを明ら
かにする。 
 

３．研究の方法 
共鳴ラマン分光法は、共鳴ラマン効果

（ラマン散乱を励起するレーザー光波長を
分子の電子遷移に合わせることにより、散乱
強度が 104－106倍強くなる現象）を利用する
振動分光法の一種である。この特徴を利用す
ると、タンパク質という巨大分子の中で、特
定の部位のラマンスペクトルを選択的に観
測することが可能になる。例えば、210－240 
nm の範囲の励起波長を用いると、タンパク
質に含まれる芳香族アミノ酸残基側鎖の振
動モードが共鳴効果を受け、強く観測される。
また、200 nm 付近の励起波長を用いると、
ペプチド結合に由来する振動モード（アミド
バンド）が選択的に観測され、ここからはタ
ンパク質の二次構造に関する情報が得られ
る。 

生細胞のラマンスペクトル測定は、これ
までにいくつかの研究グループから報告が
あるが、いずれも非共鳴条件でのものである。
非共鳴条件では、細胞中に多く含まれる脂質
に由来するラマンバンドが強く観測され、タ
ンパク質に由来するラマンバンドは脂質の
バンドに埋もれてしまう。特に、タンパク質
の二次構造を敏感に反映するアミドバンド
は、もっとも強度の大きなアミド I バンドで
も弱くしか観測されず、ここから二次構造の
解析をすることは困難である。これに対して、
紫外光を用いた共鳴ラマンスペクトルでは、
タンパク質由来のラマンバンドを強く観測
できると予想される。 
 
４．研究成果 
（１）高粘性の懸濁試料用のフローシステム
の開発 

ラマン散乱の励起に用いる紫外光はタ
ンパク質試料に損傷を起こしやすい。そのた
め、測定試料は閉鎖循環系内をフローさせ、

図１．本研究の目的 

図２．開発した高粘性の懸濁試料用のフローシ

ステム 



常にフレッシュな試料に紫外光が当たるよ
うにする必要がある。本研究の測定試料には、
培養細胞をリン酸緩衝生理食塩水に懸濁し、
不活化したものを用いた。この懸濁試料は粘
性が高いため、安定な送流を行うにはフロー
システムを新たに開発する必要があった。そ
こで、粘性の高い試料溶液であっても安定な
液膜ができるよう、金属チューブの内径や断
面の形状を最適化するとともに、脈流の小さ
なポンプ、低吸着性のチューブを用いて、長
時間安定な送流が行えるようにした。 

（２）迷光低減のためのフィルター分光器の
高性能化 

高濃度の懸濁細胞溶液は紫外光の波長
レベルで不均一性が存在する。このような試
料ではレーリー散乱光が強く、低振動数領域
のスペクトル測定が困難である。低振動数領
域のスペクトルにはタンパク質の構造解析
に重要なラマンバンドが多く観測されるた
め、その測定は必須である。そこで迷光をで
きるだけ抑え、かつ高感度の測定ができるよ
う、現有のフィルター分光器を改良した。ま
た、主分光器内にも細かく仕切りを設けるこ
とで、低迷光で低振動数領域の測定が培養細
胞に対して行えるようにした。 

（３）高い生産効率をもつベクターを活用し
た培養細胞の調製   

生細胞中のタンパク質の濃度を上げる
ことができれば、そのスペクトルを観測しや
すくなる。コールドショック遺伝子を利用し
タンパク質発現システムを用いることによ
って、宿主細胞由来タンパク質の合成を抑制
し、目的タンパク質のみを高効率で得ること
を試みた。しかし、効率の大幅な向上はみら
れず、大腸菌におけるクローニングおよび組
換えタンパク質発現用として広く用いられ
ている pET ベクターの方が有利であると判
断されたので、これを用いて生細胞の紫外共
鳴ラマンスペクトル測定を行うことにした。 

 

（４）生細胞の紫外共鳴ラマンスペクトル測
定：発現量依存性   

プラスミドによって発現したタンパク
質が紫外共鳴ラマンスペクトルに観測され
ているかどうかを調べるために、発現誘導後
の大腸菌のスペクトルを観測した。発現誘導
後、1 時間おきに培養液から一部を取り出し、
不活化した直後に紫外共鳴ラマンスペクト
ルを測定したところ、ラマンバンドの相対強
度に変化が観測された。これは、プラスミド
によって大腸菌内で目的タンパク質が発現
し、大腸菌自体の核 DNA によって発現した
タンパク質との相対強度が変化したためだ
と考えられる。 

このスペクトル変化について説明を加
える。芳香族アミノ酸残基の紫外共鳴ラマン
スペクトルは、タンパク質内における残基周
辺の環境変化の指標となる。ラマンバンドの
振動数については、トリプトファン残基では、
1550 cm-1に現れる W3 バンドがインドール
環周辺の構造歪みにより振動数がシフトす
る。チロシン残基では、1620 cm-1 付近に現
れる Y8a および Y8b バンド、1200 cm-1付近
に現れる Y7a バンドの振動数が、ヒドロキシ
ル基のプロトン供与能や水素結合強度に敏
感である。また、1180 cm-1 付近に現れる Y9a
バンドの振動数は、水素結合強度が増加する
場合や、ヒドロキシル基の構造歪みに対して
変化する。また、ラマンバンドの強度につい
ては、トリプトファン残基では、W3 バンド，
および 1000 cm-1、870 cm-1、760 cm-1にそ
れぞれ現れる W16、W17、W18 バンドが、
チロシン残基では、Y8a、Y9a、および Y7a
バンドが、側鎖周囲の環境変化に応じてその
強度を変える。これは、水素結合強度や疎水
性相互作用の変化によって励起プロフィー
ルのシフトが起こるためで、これらのバンド
強度の変化を調べることによって、側鎖周囲
の環境変化を知ることができる。 

（５）生細胞の紫外共鳴ラマンスペクトル測
定：発現タンパク質依存性 

図３．大腸菌試料の測定例。連続した 2 回の

測定においてほぼ同一のスペクトルが得られ

ていることがわかる。 

図４．大腸菌発現タンパク質依存性。ミオ

グロビン（黄）、イエロープロテイン（赤）、緑

色蛍光タンパク質（緑）それぞれを過剰発現さ

せた大腸菌を測定したもの。 



プラスミドに導入する外来遺伝子を変
え、大腸菌中で過剰発現するタンパク質を変
化させた。具体的には、ミオグロビン、イエ
ロープロテイン、緑色蛍光タンパク質（GFP）
の 3 種類を試した。これらが発現した大腸菌
の不活化した直後の紫外共鳴ラマンスペク
トルを比較したところ、ラマンバンドの相対
強度に違いが観測された（図４）。これは、
大腸菌試料の紫外共鳴ラマンスペクトルに
外来遺伝子由来のタンパク質の寄与が含ま
れていることを示している。 

（６）赤血球の時間分解共鳴ラマンスペクト
ル測定 

赤血球内には 150 g/L のヘモグロビンが
含まれており、これはモル濃度にして約 2 
mM に相当する。この濃度は通常精製標品を
用いた実験に比べ 10 倍以上高い。したがっ
て、ヘモグロビンの置かれている環境は緩衝
液中と赤血球中とでは異なると考えらえる。
これまでヘモグロビンの四次構造変化ダイ
ナミクスの研究は緩衝液中で行われたもの
ばかりであり、赤血球中で行われたものは皆
無である。そこで、赤血球のまま、ヘモグロ
ビンのリガンド脱離に伴う構造ダイナミク
スを、時間分解共鳴ラマン分光法を用いて観
測した。 

図５に、赤血球中のヘモグロビンと精製
標品の時間分解共鳴ラマンスペクトル（とも
に遅延時間は 1 マイクロ秒）を示す。赤血球
そのままであっても、長時間のパルス光照射
による影響はほとんどなく良質のスペクト
ルが得られた。1 マイクロ秒においては、赤
血球中のヘモグロビンと精製標品のスペク
トルには大きな違いはなかった。今後、より
多くの遅延時間において比較を行うことに
よって、赤血球中のヘモグロビンについてそ
のダイナミクスを明らかにできると考えら
れる。 

以上の確認実験から、生細胞中に含まれ
るタンパク質の紫外共鳴ラマンスペクトル
測定法の基礎をつくることができた。 

生細胞中のタンパク質と精製標品とで、
立体構造および構造ダイナミクスがどのよ
うに異なるかについて詳細な比較を行うと
ころまでは進めることができなかった。今後
はこの点について研究を進めていく予定で
ある。 
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図５．赤血球の時間分解共鳴ラマンスペクトル

測定。遅延時間はいずれも 1 マイクロ秒であ

る。低波数領域から良質な共鳴ラマンスペクト

ルが得られた。 


